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香 豆 素 和 户 糖 素 对 马铃薯 试管 结 薯 的 影响 - 
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摘要 本 研究 将 生理 活性 物质 香 豆 素 、 人 参 寡 糖 素 和 黑 节 草 赛 糖 素 分 别 加 入 含有 BAP5.0 
mg /1、 蕉 糖 8% 的 MS 基本 培养 基 中 ， 用 于 诱导 马 铃 昔 试 管 结 暮 ， 并 与 加 入 矮 壮 素 诱导 的 
结 暮 效 果 作 了 上 比较， 结果 表明 ， 在 加 入 100 mg/1 香 豆 素 时 ， 试 管 结 昔 的 数量 与 使 用 500 
mg /1 矮 壮 素 效果 相近 似 。 使 用 50 mg /1 人 参 寡 糖 素 或 10 mg / 1 黑 节 草 守 糖 素 时 ， 试 管 结 
薯 的 数量 明显 超过 或 略 超过 用 500 mg /1 矮 壮 素 的 效果 。 对 4 种 处 理 下 获得 的 试管 暮 进行 了 
过 氧化 物 酶 的 同 工 酶 及 酶 活性 的 测定 。 结 果 表 明 ， 这 4 种 不 同 的 外 源 生 长 调节 剂 在 使 用 浓度 
恰当 时 ， 所 结 薯 块 的 过 氧化 物 酶 同 工 酶 谱 和 过 氧化 物 酶 活性 是 近似 的 。 

关键 词 马 铃 暮 ， 试 管 结 莫 ， 香 豆 素 ， 窃 糖 索 ; 矮 壮 素 ; 过 氧化 物 酶 同 工 酶 
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Abstract The physiological active substances coumarin and oligosaccharins extracted from 
Dendrobium candidum and Panax ginseng were added into the medium (MS+5.0 mg/ 1 
BAP+8% sucrose) to induce in vitro tuberization of potato. The effect were compared with 
those of adding chlorocholine chloride (CCC) on inducing in vitro tuberization. The results 
showed that when 100 mg/ 1 coumarin was added, the effect on amount of tuberization ap- 
proximated to the effect of using 500 mg/ 1 CCC. When 50 mg / 1 oligosacchrins extracted 
from Dendrobium candidum and 10 mg / 1 oligosaccharins extracted from Panax ginseng were 
used, the amount of tuberization was obviously or slightly more than that using 500 mg/ 1 
CCC. Analysis of peroxidase isozymes and its activity indicated that the peroxidase activity in 


the induced tubers and its isozymes spectrum were obviously similar when these four different 
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growth regulators were used appropriately. 
Key words Potato; in vitro tuberization; Coumarin; Oligosaccharin; Chlorocholine chloride; 


Peroxidase isozymes 


马铃薯 试管 结 鞋 是 一 项 新 兴 的 生物 工程 技术 ， 在 影响 试管 结 昔 的 各 种 生长 调节 剂 中 
已 发 现 细胞 分 裂 素 ， 特 别 是 6- 葵 基 和 氨基 喇叭 (BAP) 在 不 同 的 基因 型 中 对 微型 暮 诱 导 
具有 至 关 重 要 的 作用 。 赤 霉 素 (GA;) 抑制 块茎 形成 过 程 ， 这 种 抑制 作用 可 通过 在 培养 
基 中 增加 矮 壮 素 (CCC) 得 以 克服 “"? 。Dodds “所 报道 的 诱导 块茎 配方 为 MS ( 液 
体 ) +500 一 700 mg /1 CCC+2.0 一 5.0 mg /1 BAP+8% 芒 糖 。 为 了 探索 更 有 效 和 更 经 济 
的 诱导 试管 结交 的 培养 配方 ， 我 们 试用 了 国产 的 不 同 浓度 香 豆 素 (Coumarin) 和 近年 
来 发 现 的 一 类 新 的 调节 分 子 一 一 骞 糖 素 “  ， 即 昆明 植物 研究 所 生理 室 从 植物 中 提取 的 
人 参 寡 糖 (OP)， 黑 节 草 窒 糖 (OD) 代替 Dodds 配方 中 所 使 用 的 矮 壮 素 ， 对 不 同 的 外 
源 生长 调节 剂 诱导 试管 昔 的 效果 ， 进 行 了 比较 。 

过 氧化 物 酶 广泛 存在 于 植物 各 种 组 织 和 器 官 中 ， 并 有 许多 同 工 酶 ， 在 植物 生长 发 育 
和 代谢 中 具有 多 种 生理 功能 。 外 界 因素 包括 激素 通过 过 氧化 物 酶 同 工 酶 影响 器 官 的 生理 
和 发 育 ， 并 可 能 在 细胞 的 生长 和 分 化 的 调节 中 起 作用 “?” 。 本 文 也 研究 了 不 同 外 源 生长 
调节 剂 在 诱导 无 病毒 试管 莫 形 成 时 ， 对 过 氧化 物 酶 同 工 酶 和 过 氧化 物 酶 活性 的 影响 。 


材料 和 方法 

1. 无 病毒 马铃薯 试管 苗 的 增殖 

无 病毒 马铃薯 试管 苗 的 无 性 繁殖 系 来 自 国际 马 铃 薯 中 心 (CIP) 与 中 国 合 作 的 单 
位 ， 有 805 一 1，I--850 和 Mira 3 个 品种 ， 分 别 代 号 为 W，I 和 AB。 液 体 培养 基 MS+ 
GA30.4 mg/ 1 +BAP0.5 mg/ 1 +2% 芒 糖 。 固 体 培 养 基 MS+GA;0.25 mg/ 1 + 
NAA0.01 mg /1+3% 芒 糖 +8% 琼 脂 。pH5.6 一 5.8。 在 无 菌 条 件 下 ， 将 长 约 2 cm 的 茎 类 
剪 下 转 接 到 固体 培养 基 的 果酱 瓶 里 ， 将 4 段 带 有 3 一 5 个 节 的 无 菌 试管 苗 切 段 转 接 到 盛 
有 液体 培养 基 的 果 桨 瓶 里 。 在 22 一 25C 条 件 下 ， 每 天 光照 12.5 小 时 ， 光 强 2200 一 2500 
lx 的 培养 室 里 培养 ， 经 15 一 20 天 便 可 形成 20 一 30 个 生长 良好 的 苗 从 ， 供 诱导 结 暮 试 
验 。 

2. 试 管 结 警 的 诱导 

结 慕 的 基本 培养 基 是 MS+500 mg /1CCC+5.0 mg /1 BAP+8% 芒 糖 。pH5.6 一 
5.8。 在 此 基础 上 设计 用 不 同 浓度 的 香 豆 素 (0，50，100，150，250 mg / 1); 不 同 浓度 
的 黑 节 草 蹇 糖 素 和 人 参 守 糖 素 各 0，10，50 mg/1 取 代 基 本 结 薯 培 养 基 中 的 CCC。 在 
无 菌 条 件 下 将 增殖 好 的 苗 从 内 的 培养 基 换 成 结 慕 的 培养 基 ， 培 养 温度 在 22 一 25C， 光 
照 400 lx， 培 养 2 周 后 ， 目 发 现 第 一 个 小 暮 形成 开始 每 7 一 9 天 记录 统计 每 瓶 结 警 增加 
数 直 至 收获 。 每 种 处 理 重复 10 瓶 以 上 。 

3. 过 氧化 物 酶 同 工 酶 、 过 氧化 物 酶 活性 的 测定 

取 各 种 处 理 诱导 的 薯 块 材料 各 0.1g+1.5 ml Tris-HCL (pH8.0) 缓冲 液 在 冰 浴 上 义 
浆 ， 在 冰冻 离心 机 4C 以 4000 转 / 分 离心 15 分 钟 ，8000 转 /分 离心 20 分 种 ， 取 上 清 
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液 测 过 氧化 物 酶 活性 和 过 和 氧化 物 酶 同 工 酶 。 

过 氧化 物 酶 活性 测定 按 文献 “的 方法 ， 取 上 述 酶 液 0.2 ml， 加 入 反应 混合 液 3 
ml， 摇 义 ， 立 即 计 时 ， 用 岛 津 UV-120-02 型 分 光 光 度 计 在 470 nm 处 比 色 ， 连 续 读 取 
3 分钟 内 光 密 度 变化 值 。 以 缓冲 液 为 对 照 。 

过 氧化 物 酶 同 工 酶 测定 采用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 垂直 板 型 电泳 ， 按 文献 '@ 的 方法 稍 加 
改良 ， 不 连续 凝 胶 系 统 ， 浓 缩 胶 浓度 2.5%， 分 离 胶 浓度 7.5%，pH8.3 的 Tris-Gly 组 
冲 液 。 过 氧化 物 酶 同 工 酶 用 联 苯胺 染色 法 ， 照 相 并 绘图 . 


结果 和 讨论 

1. 不 同 浓度 的 香 豆 素 、 寡 糖 素 对 试管 结 薯 的 影响 

分 别 以 不 同 浓度 的 香 豆 素 ; 人 参赛 糖 素 (OP); 黑 节 草 赛 糖 素 (OD) 加 入 
MS+5.0 mg /1 BAP+8% 雇 糖 的 诱导 结 警 培 养 基 中 ， 以 前 述 3 个 品种 为 试验 材料 ， 培 养 
出 现 第 一 个 警 块 后 4 一 6 周 ， 收 获 慕 块 。 与 同样 条 件 下 用 500 mg /1 CCC 作为 诱导 因 
子 所 得 的 暮 块 数量 作 比 较 ， 结 果 见 表 1 和 表 2。 

3 个 品种 的 供 试 材料 表明 : 香 豆 素 ( Coum) 50 一 150 mg /1 均 能 促进 无 病毒 马 铃 
警 试管 慕 的 形成 。 在 Coum100 mg /1 的 浓度 时 ，3 个 品种 的 结 暮 数 与 用 CCC500 
mg /1 处 理 所 得 的 结 莫 数 十 分 接近 。 

表 1 香 豆 素 和 矮 壮 素 对 试管 暮 形 成 的 影响 (块茎 数 / 瓶 ) 


Table 1 Influence of coumarin and CCC on in vitro tuberization (tuber No. / flask) ， 





CCC(mg/)) Coum(mg /1) 
Genotype -一 一 
400 0 50 100 150 250 
W 13.6 2.1 8.8 13.4 8.2 4.2 
I 8.2 1.0 7.4 8.9 6.8 2.3 
AB 9.8 1.3 8.4 9.7 7.9 3.0 





表 2 讲 糖 素 和 矮 壮 素 对 试管 董 形 成 的 影响 (块茎 数 / 瓶 ) 


Table 2 Influence of oligosaccharin and CCC on in vitro tuberization of potato (tuber No. / flask). 





CCC(mg/ 1) OP(mg/)) OD(mg/)) 
Genotype 一 
500 10 50 10 - 50 
W 13.6 4.5 15.3 13.8 5.5 





春 糖 素 对 试管 鞋 的 形成 具有 比 香 豆 素 更 好 的 效果 ， 从 表 1 和 表 2 可 知人 参赛 糖 素 
(OP) 50 mg /1 诱导 效果 明显 超过 CCC500 mg/1 和 Coum100 mg/1， 黑 节 草 寡 糖 素 
10 mg /1 时 上 略 超过 CCC500 mg /1 和 Coum100 mg /1 的 效果 。 窃 糖 素 在 诱导 块茎 上 的 
此 种 效果 在 国内 外 尚未 见报 道 。 

男 外 ， 在 每 7 一 9 天 鞋 块 形成 数量 的 观察 中 发 现 ， 香 豆 素 和 守 糖 素 诱导 的 薯 块 在 培 
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养 的 25 一 30 天 是 暮 块 猛 增 阶 段 ， 而 矮 壮 素 诱导 警 块 的 猛 增 阶段 大 约 在 30 一 38 天 。 在 缩 
短 诱导 期 的 效果 上 ， 香 豆 素 、 窒 糖 素 优 于 矮 壮 素 。 

2. 过 氧化 物 酶 活性 

颖 半 素 是 通过 对 抗 杰 短 素 生物 合成 而 对 生长 起 作用 的 植物 生长 调节 剂 前 人 的 实验 
和 本 实验 均 证 明了 它 可 促进 试管 董 的 形成 ， 但 机 制 不 明 ， 有 人 认为 它 是 植物 的 第 二 信 
使 ， 最 终 可 引起 激素 相应 的 效应 “”。 香 豆 素 属 于 酚 类 抑制 剂 ， 它 对 生长 的 抑制 作用 归 
因 于 叫 吃 乙酸 氧化 酶 活性 的 增高 。 香 豆 素 与 吗 唆 乙酸 对 过 氧化 酶 具有 竞争 作用 “5 。 目 
前 普遍 认为 植株 的 过 氧化 物 酶 活性 与 植株 的 生长 呈 负 相关 “”。 从 表 3 和 诱导 实验 可 
知 ， 随 着 外 源 香 豆 素 浓 度 的 增 大 ， 马 铃 薯 块茎 的 过 氧化 物 酶 活性 也 相应 增 大 。 超 过 100 
mg/1l 以 后 ， 对 暮 块 的 形成 有 抑制 作用 。 超 过 250 mg /1 以后， 植株 发 黄 ， 枯 芋 甚 至 死 
亡 。 值 得 注意 的 是 起 到 诱导 薯 块 的 较 好 效果 的 不 同调 节 剂 的 不 同 浓度 如 Coum100 
mg /1，CCC500 mg /1，OP50 mg /1，OD10 mg/1， 其 过 氧化 物 酶 的 活性 几乎 是 相等 
的 ( 均 在 21 左右 )。 


表 3 不 同 生长 调节 剂 诱导 获 块 (W 品种 ) 的 过 氧化 物 酶 活性 测定 


Table 3 Measurement of activity of peroxidase in vitro tubers of W species induced by different regulators. 
CCC(mg/!1) Coum(mg/)) OP(mg /1) OD(mg /)) 


300 0 100 130 . 250 10 50 10 50 





过 氧化 物 酶 活性 (peroxidase activity) ( 八 A 470 / min . gFW) 


21.12 18.32 20.25 29.81 34.88 24.32 20.82 20.57 21.07 


3. 过 氧化 物 酶 同 工 酶 

从 图 1 所 示 ， 不 同 品 种 的 马铃薯 植株 的 过 氧化 物 酶 同 工 酶 谱 带 是 不 同 的 ， 这 是 品种 
的 特异 性 所 造成 。 在 AB 品种 块茎 的 同 工 酶 谱 中 可 看 到 有 着 较 好 效果 的 Coum100 的 酶 
谱 几 乎 和 CCC500 的 相同 。 不 同 浓度 Coum 诱导 的 暮 块 是 在 开始 结 慕 后 50 天 左右 取 下 
分 析 的 。 如 Coum70 和 Coum100，Coum150 处 理 的 同 工 酶 谱 极 为 相似 ， 而 Coum250 
的 酶 谱 差异 较 大 ， 诱 导 效果 也 较 差 。 

图 2 是 另 一 批 诱导 材料 在 开始 结 薯 后 40 天 左右 取 下 分 析 的 ， 其 酶 谱 与 图 1 不 同 ， 
表现 出 不 同 诱导 时 期 的 差异 ， 但 同一 批 诱 导 的 特别 是 不 同 生长 调节 剂 在 诱导 效果 较 好 的 
浓度 ， 其 谱 带 图 差异 也 不 大 。 同 工 酶 谱 上 区 带 的 显 色 深 浅 可 反映 酶 活性 的 相对 量 ， 这 和 
酶 活性 的 测定 有 一 致 性 。 这 可 能 说 明 体内 的 IAA 被 外 源 生长 调节 剂 调 到 某 一 恰当 值 的 
范围 ， 而 IAA 这 一 恰当 值 正 是 靠 具有 相应 酶 谱 的 过 氧化 物 酶 同 工 酶 和 相应 的 总 酶 活性 
来 维持 的 。 
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图 1 不 同 生长 调节 剂 处 理 诱 导 的 昔 块 的 过 氧化 物 酶 同 工 酶 谱 


Fig. 1 Peroxidase isozyme spectrum of tubers induced under different regulator treatments. 
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图 2 不 同 生长 调节 剂 处 理 诱 导 的 同一 品种 (W) 的 薯 块 的 过 氧化 物 酶 同 工 酶 谱 


Fig. 2 Peroxidase isozyme Spectrum of tubers of the same Species (W) induced under different regulators. 
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马铃薯 薯 块 的 形成 可 说 是 植物 体 适 应 其 诱导 培养 基 的 条 件 而 作用 体内 酶 系统 和 代谢 


过 程 ， 导 致 特定 基因 表达 的 结果 。 


本 研究 表明 香 豆 素 和 寡 糖 素 在 使 用 浓度 适当 时 ， 对 诱导 马铃薯 试管 结 昔 有 肯定 的 作 


用 。 这 些 生理 活 性 物质 在 马铃薯 无 病毒 种 薯 生产 上 的 应 用 ， 有 进一步 研究 和 开发 的 必 


机。 


医 
图 ， 
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